۰16000۱02 0رد مزع ۲۵۵0 مهتصو 1 
امصت هل 


نشریه پژوهشهای علوم و صنایع غذایی ایران 7 و 
جلد 5 شماره 5. آذر - دی 1396 ص.596 -583 یتسه ۳ 583-6 ۲۰ 2020 127 -1(66 رگ ,۱0 ر15 ,۷۵۲ 


بهینه‌سازی ویژگی‌های آنتیاکسیدانی و تغذیه‌ای پروتئین نخود کاجان 
6۵01 دمهز)) طی هیدرولیز با آنزیم بپسین به کمک روش سطح پاسخ 


۳ . 1 9 ۲ ,مس 2 ه ‏ ص ی 3 7 4 
الهام رنجبر ندامانی - علیرضا صادقی ماهونک" - محمد قربانی"- شارلوت جاکوبسن " - وحید خوری 


تاریخ در یافت:14 1397/09 

چکیده 

در اين پژوهش, از روش سطح پاسخ برای بهینه‌سازی و مدلسازی شرایط هیدرولیز پروتئین‌های نخود کاجان (6/010 0(6/0:45)) (لپه) توسط پپسین و تولید 
پروتئین‌های هیدرولیز شده با ویژگی‌های آنتی‌اکسیدانی و تغذیه‌ای استفاده شد. هیدرولیز در نسبت آنزیم به سوبسترا 2.1 و3 درصدل(وزنی - وزنی)» دماهای (. 
35 و40 درجه سانتی‌گراد و زمان‌های 375.2 و ساعت انجام» و توانایی مهار رادیکال آزاد 2و2 دی فنیل 1 پیکیریل هیدرازیل قدرت احیاءکنندگی» مهار 
رادیکال هیدروکسیل و ظرفیت آنتی‌اکسیدانی کل به‌عنوان متغیرهای وابسته بررسی شد. شرایط بهینه هیدرولیز برای دستیابی به بیشترین میزان فعالیت 
آنتی اکسیدانی» نسبت آنزیم به سوبسترا 2/15 درصد. دمای 39 درجه سانتی‌گراد و زمان 4۷52 ساعت بود. پروتئین هیدرولیز شده دارای مقادیر زیادی از 
آمینواسیدهای آنتی‌اکسیدان گلوتامیک اسید و فنیل آلانین بود و از نظر وجود آمینواسیدهای ضروری دارای کیفیت تغذیه‌ای مناسبی بود. نتایج بررسی توزیع وزن 
مولکولی (به روش ,]۳۳) نشان داد که وزن مولکولی بیشتر پپتیدهای تولید شده کمتر از 100 کیلودالتون است که بیشترین تأثیر را در فعالیت آنتی‌اکسیدانی 
دارند. نتایج نشان داد که از پروتئین‌های هیدرولیز شده نخود کاجان توسط پپسین می‌توان به‌عنوان آنتی‌اکسیدان طبیعی و همچنین به‌عنوان منبع آمینواسیدهای 


ضروری استفاده کرد. 


واژه‌های کلیدی: پروتئین هیدرولیز شده. پپسین, آنتیاکسیدان» 0[01» 715( پپتیدهای زیست‌فعال 


مقدمه 

تولید پروتئین‌های هیدرولیز شده با ویژگی‌های آنتی‌اکسیدانی و 
زیست‌غعالی از منابع گوناگون به‌طور گستره‌ای مورد مطالعه قرار 
گرفته است (۵1.,2017 6 ثا؛ 2017 .اه 61 عط26 61 1/2070 
7 .2016401 .1 6 کلتع). یکی از روش‌های تولید 
پروتئین‌های هیدرولیز شده استفاده از آنزیم‌های پروتئولیتیک است. 
که واکنش تجزیه پروتلین را در شرایط ملایم‌تر و قابل کنترلتر انجام 
می‌دهند. میزان فعالیت این آنزيم‌ها به غلظت آنزیم مقدار آنزیم» 011 
دما و سوبسترا وابسته است (2014 ,۷۵06 زصد۲ 0هد ماقم 


1 و2 - به‌ترتیب دانشجوی دکتری و دانشیار گروه شیمی مواد غذایی. دانشگاه 
علوم کشاورزی و منابع طبیعی گرگان 
3 - استاده گروه بیواکتیو دانشگاه صنعتی دانمارکه 
4 - دانشیا, گروه فارماکولوژی» دانشگاه علوم پزشکی گرگان, 
(* - نویسنده مسئول: ۵1۵800.60۴) معنطع206 :اتفصظ) 
8 07 :]10 


درنتیجه بهینه‌سازی شرایط هیدرولیز می‌تواند به تولید پروتئین‌های 
هیدرولیز شده با ویژگی‌های زیستی و عملکردی بهتر کمک کند. 

پپسین یک آسپارتیک اندوپپتیداز از خانواده آنزیم‌های گوارشی با 
عملکرد اختصاصی گسترده است که پیوندهای پیتیدی را ترجیحا در 
محل آمینواسیدهای آبگریز و آروماتیک می‌شکند. اين آنزیم اساسا 
برای هیدرولیز غیراختصاصی پروتئین‌ها و پیتیدها در محیط اسیدی 
مورد استفاده قرار می‌گیرد (2012 ,۵1۰ 6۶ 07200 

نخود کاجان (0[67» 60۷۸ از حبوبات چندساله زیرخانواده 
6 است که بیشتر در کشورهای مناطق استوایی نیمه 
خشک پرورش داده می‌شود (2015 ,.اه 2 *1). در ايران این 
محصول در آذرشهر استان آذربایجان شرقی کشت می‌شود و از آن لپه 
تهیه می‌شود. کمبود پروتئین در رژیم‌غذایی افراد بسیار رایج است. در 
صورت دشواری دسترسی به منابع حیوانی» پروتئین‌های گیاهی منبع 
اصلی تآمین پروتتین برای انسان‌ها هستند. در بین این پروتئین‌هاء 
نخود کاجان که دارای حدود 79 پروتئین در دانه است» یک غله 
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بسیار مهم بوده و رتبه ششم را در بین غلات تولید شده در جهان دارد 
و در نتیجه یکی از منایع اصلی رژیم غذایی مردم جهان است ( ۷ 
25ص انم دنل رشان از تضاشه -پزوتین: کلسیم یرنه 
فیبرخام» چربی و عناصر جزئی و مواد معدنی است. جدا از ارزش 
تغذیه‌ای زیاده این دانه به عنوان یک داروی سنتی در چین» فیلیپین و 
برخی از کشورهای دیگر مورد استفاده قرار می‌گیرد. تحقیقات پزشکی 
بر روی اين گیاه نشان می‌دهد که نخود کاجان توانایی درمان انواع 
تنفسم 0 اسهال خونی» اختلالات قاعدگی. زخم» تومورهای شکم 0 
دندان‌درد و دیابت را دارد (2010 ,0 6۶ 82602), مقادیر اسیدهای 
آمینه آبگریز در این دانه زیاد است؛ از اين رو انتظار می‌رود این گیاه 
منبع مناسبی برای تولید پروتئین‌های هیدرولیز شده باشد ( مصصمام5 
6 ,21 )6), 

اکسیداسیون لیپیدها در مواد غذایی یکی از عوامل اصلی موّثر بر 
کیفیت نهایی محصول مانند طعم و بو رنگ بافت و ارزش تغذیه‌ای 
است (2017 ..01 6۶ 2:ذ۵:ع۳) و از اين‌رو در سال‌های اخیر» جلوگیری 
از واکنش‌های اکسیداسیونی به یک چالش عمده تبدیل شده است 
(2017 .۵1 ۵۶ تصنصطن), 

روش سطح پاست (8508) یک تکنیک محاسباتی پیچیده برای 
بهینه‌سازی فرآیند است. این روش از داده‌های ورودی حاصل از 
آزمایشات برای دستیابی به یک سری معادلات بهره می‌برد و طرح 
آ رشان انش توق خی کت که مدای گنای ای گنها 
مستقل استه در روش 18511 تنها زمان کوتاهی برای ارزیابی تمام 
متغیرها لازم است و در نتیجه کار آزمایشگاهی از نظر زمانی نیز بهینه 
سازی می‌شود (2015 ,تیه 0مصفطم۱ فص مدمه انمتفطک), 

با وجود تمامی ویژگی‌های مثبت پروتتین‌های نخود کاجان (لبه 
مطالعات مربوط به نخود کاجان بیشتر پیرامون مقدار و کیفیت 
پروتئین‌های آن و معرفی این محصول به‌عنوان منبع پروتئینی غنی و 
مناسب بوده است و بررسی ویژگی‌های پروتئین هیدرولیز شده آن به 
تازگی و همزمان با انجام این پژوهش مورد توجه فرار گرفته است 
(2018 .21 بازمناعد01). درنتیحه هدف از مطالعه حاضر بررسی 
شرایط بهینه هیدرولیز پروتئین‌های نخود کاجان برای دستیابی به 
پروتئین‌های هیدرولیز شده با ویژگی‌های آنتی‌اکسیدانی و تغذیه‌ای 
مناسب است. تا بتوان یک منبع آنتی‌اکسیدانی و تغذیه‌ای جدید و 
مناسب معرفی و علاوه بر کاربرد رایج اين دانه به‌عنوان خوراک 


1 1۵500856 50126۵ ۵ 


روزانه» از فواید سلامتی‌بخش ایجاد شده در اثر هیدرولیز پروتئین‌های 
آن نیز استفاده نمود. 


مواد و روش‌ها 

نخود کاجان (لپه) از آذرشهر آذربایجان شرقی» ایران خریداری 
شد. آنزیم پپسین با فعالیت 220 واحد در میلی‌گرم از شرکت 
ششگیاد اه و این ماه تفای از رکه که با درعه 


بررسی حلالیت پروتئین‌های آرد نخود کاجان در ۳1های 
مختلف 

بیشترین و کمترین میزان حلالیت پروتئین‌های نخود کاجان به 
روش ۲2 (19/0) انجام شد. ابتدا دوازده سوسپانسیون به 
نسبت ص (وزنی - حجمی) آرد نخود کاجان در آب مقطر تهیه شده 
و سوسپانسیون‌ها پس از یک ساعت مخلوط شدن در دمای محیط 
توسط هیدرو کسید سدیم و اسید کلریدریک یک نرمال به ۳1های 1 
تا رسانده شده و 6 دقیقه در دمای ثابت هم زده شدند. سپس به 
مدت 30 دقيقه در دمای محیط و 600 دور دقیقه سانتریفوژ شدند و 
میزان پروتئین محلول در سوپرناتانت حاصل به روش برادفورد 
اندازه گیری شد. 


استخراج پروتئین 

استخراج پروتنین به روش 0زقا«ف و همکاران 1999) انجام 
گرفت. ابتدا سوسپانسیون آرد نخود کاجان (160 وزنی/ حجمی) با 
11-11 (سدیم هیدرو کسید [ نرمال» براساس نتیجه آزمون حلالیت 
پروتئین) تهیه شد. این سوسپانسیون به مدت یک ساعت در دمای 
محیط هم زده شد. یک شب درل درجه سانتی‌گراد قرار گرفت و پس 
از آن به مدت 20 دقيقه با سرعت 600 دور در دقيقه در دمای 4 
درجه سانتیگراد سانتریفوژ شد. ]21 سوپرناتانت به‌دست آمده توسط 
هیدروکلریک اسید 1 نرمال روی 3 تنظیم (بر اساس نتیجه آزمون 
حلالیت پروتتین) و مجددا در شرایط مشابه سانتریفوژ شد. رسوبات 
حاصل توسط خشک‌کن انجمادی به پودر تبدیل و تا زمان مصرف در 
4 درجه سانتی‌گراد نگهداری شد. 


تولید پروتئین هیدرولیز شده توسط پپسین 
سوسپانسیون پروتئین (7/۵ وزنی/ حجمی) با 0۳1-2 (با استفاده از 
اسید کلریدریک 1 نرمال) تهیه شد. پارامترهای هیدرولیز شامل نسبت 


آنزیم به سوبسترا (2۰1 و3 درصد وزنی - وزنی» دما 30 30 و 40 
درجه سانتی‌گراد) و زمان 35,2 و3 ساعت) بود. واکنش هیدرولیز 
در شیکر اینکوباتور با سرعت 400 دور در دقيقه انجام گرفت. واکنش 
هیدرولیز توسط قرار دادن نمونه‌ها در حمام آب با دمای 6 درجه 
سانتیگراد به مدت 10 دقیقه پایان یافت. سوسپانسیون به مدت (2 
دقیقه با سرعت 61000 دور در دقيقه و در دمای محیط سانتریفوژ شد. 
سوپرناتانت حاصل برای انجام آزمایشات بعدی جمح‌آوری گردید 
(2014 .۵1 1 تصصنع ددع۷ 
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بهینه‌سازی شرایط هیدرولیز به روش سطح پاسخ (155۷1) 

از روش 155 برای بهینه‌سازی شرایط هیدرولیز و پیش‌بینی 
پاسخ‌های مورد مطالعه استفاده شد. طرح مرکب مرکزی (0) با6 
تکرار در نقطه مرکزی با 2 تیمار برای ساخت مدل مورد استفاده قرار 
گرفت. متفیرهای مستقل شامل نسبت آنزیم به سوبسترا (۸* درصد)» 
دما (ظ درجه سانتی‌گراد) و زمان (1 ساعت) در سه سطح هم‌فاصله 
(3+. صفر.1 -) (جدول 1) بود. 


جدول 1 - متغیرهای مستقل و مقادیر کدگذاری سده و واقعی آنها 


متغیرهای مستقا 


۸ نسبت آنزیم به سوبسترا () 


8 دمای هیدرولیز برای آنزیم پپسین (درجه سانتی‌گراد) 


زمان هیدرولیز (ساعت) 


متفیرهای وابسته شامل مهار رادیکال آزاد 2 وم دی فنیل 1 
پیکیریل هیدرازیل (۳۳۲۲ قدرت احیاءکنندگی» مهار رادیکال 
هیدرو کسیل و ظرفیت آنتیا کسیدانی کل بود. 


آنالیز ترکیبات شیمیایی 


درصدهای رطوبت» پروتئین» چربی و خاکستر (برمبنای وزن 
مرطوب) به روش (2005) ۸00۸6 اندازه‌گیری شد. 


بررسی فعالیت آنتی‌اکسیدانی 

مهار رادیکال آزاد ۳۳۲ 

1 میلی‌لیتر محلول 9۳۳۲۱ (41) میلی‌مولار در اتانول 765) با 
1 میلی‌لیتر از محلول پروتتین هیدرولیز شده مخلوط و به مدت (68 
دقيقه در تاریکی و دمای اتاق نگهداری شد. پیش از پایان زمان 6 
دقیقه» نمونه‌ها برای حذف رسوبات به مدت 10 دقیقه با سرعت 
0 دور در دقیقه و دمای محیط سانتریفوژ شدند (کک دقیقه 
نگهداری و10 دقیقه سانتریفوژ مجموعاً(0) دقیقه). جذب نمونه‌ها در 
7 نانومتر توسط اسپکتروفتومتر خوانده و درصد مهار رادیکال آزاد 
۳۳۲۲ به‌صورت معادله ل) محاسبه شد (2014 .۵1 ۵ طذ۷ ت1۳ 


0 0 جذب شاهد/ (جذب نمونه - جذب 
شاهد)- (/) مهار رادیکال آزاد ۲۳۳۲1 


سطوح مورد استفاده برای متغیرها 


41+ صفر 1- 

1 2 ِ 

4 ۹ كّ 

2 م۰ 2 
قدرت احیاء کنندگی 


هدف از اين آزمون برای بررسی قدرت احیاء اتم آهن (111) توسط 
پروتتین‌های هیدرولیز شده بود. 1 میلی‌لیتر از محلول هیدرولیز شده 
با 45 میلی‌لیتر بافر فسفات (۲2) مولار 06 011) و 25 میلی‌لیتر 
پتاسیم فری سیانید ترکیب شد و به مدت 3 دقیقه در 30 درجه 
سانتیگراد حرارت دید. 2/9 میلی‌لیتر تری‌کلرواستیک اسید اضافه و به 
مدت 10 دقیقه در 6000 دور در دقیقه سانتریفوژ شد. در نهایت 25 
میلی‌لیتر از محلول سطحی باد/24 میلی‌لیتر آب مقطر و ) میلی‌لیتر 
کلرید آهن ترکیب و جذب نمونه‌ها در 700 نانومتر اندازه‌گیری شد 
جذب بیشتر نشانگر قدرت احیاء کنندگی بیشتر بود ( .۵1 6 حصنتنةاز ۷ 
2001 


مهار رادیکال آزاد هیدروکسیل 

1 میلی‌لیتر از محلول 1/005 میلی‌مولار 1, 100 - فنانترولین به 2 
میلی‌لیتر نمونه اضافه و مخلوط گردید. 1 میلی‌لیتر از محلول 1/003 
میلی‌مولار سولفات آهن (۳0504.71120) به این مخلوط اضافه شد. 
واکنش با افزودن 1 میلی‌لیتر ۲۷:0 (70)0 حجمی - حجمی) آغاز 
گشت. پس از (6 دقيقه اینکوباسیون در حمام آب 37 درجه. جذب 
نمونه‌ها در 330 نانومتر خوانده شد. محلول واکنش بدون حضور نمونه 
به‌عنوان کنترل منفی و محلول واکنش بدون حضور نمونه و 1202 
ه‌عنوان شاهد انتخاب شد. درصد مهار رادیکال آزاد هیدروکسیل به 
روش معادله (2) محاسبه گردید (2015 .01 6 نم): 
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7 0 (جذب کنترل منفی - جذب شاهد)/ 
(جذب کنترل منفی - جذب نمونه)- (//) مهار رادیکال هیدروکسیل 


ظرفیت آنتی اکسیدانی کل 

که 
(سولفوریک اسید 6() مولاره سدیم فسفات 8 میلی‌مولار و آمونیوم 
مولیبدات 4 میلی‌مولار) ترکیب شد و به مدت 90 دقيقه در دمای 5 
درجه سانتی‌گراد قرار گرفت. جذب نمونه‌ها پس از سردشدن در 605 
نانومتر اندازه گیری شد. جذب بیشتر نشان‌دهنده ظرفیت آنتی‌اکسیدانی 
کل بیشتر است (2014 ,.۵1 6۶ نطاهندمهودصنا), 


آنالیز آمینواسید 

بررسی ترکیب آمینواسیدی کنسانتره پروتئین و پروتئین‌های 
هیدرولیز شده پس از هیدرولیز کامل و مشتق‌سازی با استفاده از کیت 
نک لنمه مصنصه )عهه]:۳2 (فنامکس. تورنس» آمریکا) توسط 
5-), ۲1۳ انجام شد. آزادسازی آمینواسیدها در سیستم تهیه نمونه 
مایکروویو (مالتیویو 300 آنتون پا اتریش) توسط هیدرولیز با 
هیدروکلریک اسید 6 مولار به مدت 1 ساعت در 110 درجه 
سانتی‌گراد صورت گرفت. نمونه‌های هیدرولیز شده خنثی سازی و 
توسط جاذب استخراج فاز جامد خالص سازی و پیش از تزریق به 
5-,]۳1۳ مشتق‌سازی شدند. برای این آزمون سیستم ۲1۳۲-۷۲ 
شامل 1100 ,۲1۳۲ ۸۵11606 (سانتا کلاره آمریکا) و 100 اصعانع۸ 
5 1۳۵ مورد استفاده قرار گرفت. جداسازی آمینواسیدها در ط 
درجه سانتی‌گراد بر روی یک ستون 2۳8-۸۸۸ 2۵0۲0۲ با ابعاد 
0 میلی‌متر (فنامکس» تورنسء آمریکا) با گرادیان 83 76 
فورات آمونیوم 140 میلی‌مولار در متانول و فورات آمونیوم 10 
میلی‌مولار در آب با شدت جریان 4۷5 میلی‌لیتر بر دقیقه استفاده شد. 
پونیزاسیون مثبت با استفاده از ,۸۳ (460 درجه سانتی‌گراد) ایجاد 
شد. ترکیبات توسط مقایسه با زمان ماندگاری و طیف جرمی مخلوط 
استاندارد خارجی شناسایی گشتند. به‌منظور کمّی‌سازی» منحنی‌های 
کالیبراسیون تهیه شده و توسط ,]۳۳ در شرایط مشابه 
نمونه‌ها مورد آنالیز قرار گرفتند 


محاسبه امتیاز شیمیایی 


این امتیاز براساس پروفایل آمینواسیدهای ضروری (گرم(100 


به صورت معادله 3 محاسبه می‌شود ( یله نه تنصم مهم 
016( 

(3) آمینواسیدهای ضروری در پروتئین استاندارد/ آمینواسیدهای 
ضروری در پروتئین مورد آزمایش< امتیاز شیمیایی 


بررسی توزیع وزن مولکولی به روش ,۲۲ 

برای بررسی توزیع وزن مولکولی» از کروماتوگرافی 5126 
«متعنایه )٩۳0(‏ با سیستم ۸۲۸ ,۳۳1 (آمستردام بیوساینس, 
سوئد) و ستون ,]10/3000 ۳۵0۷06 ۹۷06۲06 (جی ای هلثکیر 
سوئد) استفاده شد. دمای ستون 2 درجه سانتی‌گراد بود و بافر استات 
موم تنب عنوان فاز مرت ارتتای کرو ترا هر اه 
از نمونه‌های کنسانتره پروتئین و پروتئین هیدرولیز شده با پپسین» 
0 میکرولیتر نمونه ٩‏ میلی‌گرم برمیلی‌لیتره که از فیلتر 002 
میکرومتری عبور داده شده بود) به سیستم تزریق گشت و با سرعت 
2 میلی‌لیتر بر دقيقه جریان یافت. جذب فر کشن‌ها توسط سیستم 
در طول موج20 نانومتر اندزه‌گیری شد. سیتوکروم > 123 
کیلودالتون)» آپروتینین 013 کیلودالتون)» گلایسین 3 (1689 دالتون) و 
گلایسین 79 دالتون) به‌عنوان استاندارد مورد استفاده قرار گرفتند 
(2016 .01 61 وصن0), 


تجزیه و تحلیل آماری داده‌ها 

برای آنالیز آماری به روش سطح پاسخ از نرم‌افزار 12650 
۲ (نگارش 0۵02) استفاده شد وآنالیز آماری مدل‌ها و آنالیز 
واریانس (۸ 4۸۱۷0۷ توسط این نرمفزرانجام گرفت. سایر آزمون‌ها 
در سه تکرار انحام شد و داده‌ها به صورت میانگینط انحراف معیار 


گزارش شد. 


بررسی حلالیت پروتئین‌های آرد نخود کاجان در ۳1های 
مختلف 

برای انجام فرآیند استخراج پروتئین لازم بود تا آ[‌هایی که در 
آن پروتئین‌های نخود کاجان دارای بیشترین و کمترین میزان حلالیت 
هستند مشخص شود. به این منظور مقدار پروتتین‌های استخراج شده 
در دامنه 0۳۲۲ بین 1 تا 12 به روش برادفورد اندازه‌گیری شد. 
همان‌گونه که در شکل 1 مشاهده می‌شود. کمترین میزان حلالیت 
پروتتین‌های نخود کاجان در3 0۲1 یعنی در نقطه ایزوالکتریک آنها 
بود که در آن بار خالص پروتئین‌ها صفر است و جاذبه الکترواستاتیک 


غلبه دارد و اين امر منجر به تجمع و رسوب پروتئین می‌شود. اما 
بیشترین حلالیت پروتتین‌های نخود کاجان در 11 -)۲۳ بود که بار 
کلی پروتئین‌ها در این نقطه منفی است و به علت دافعه 
الکترواستاتیک» حلالیت افزایش می‌یابد ( ,۵۷۷۵1 ک 0600۷7۵16 
4 استفاده از این آام‌ها منجر به افزايش راندمان استخراج 


آنالیز ترکیبات شیمیایی 

مقدار پروتئین» چربی» رطوبت و خاکستر آرد نخود کاجان» 

آرد نخود کاجان دارای مقادیر قابل توجهی پروتتین (حدود 2 
می‌کند. درصد پروتئین در کنسانتره00 73 بود که در مقایسه با مقدار 


بهینه سازی ویژگی‌های آنتیاکسیدانی و تغذیه‌ای پروتئین نخود کاجان.- 27 


پروتئین موجود در آرد نخود کاجان نشان‌دهنده فرآیند استخراج 
مناسب است. راندمان استخراج پروتئین از آرد نخود کاجان 2 درصد 
بود که درصد استخراج قابل توجهی است. کم بودن مقدار چربی 
موجود در آرد نخود کاجان (764/21+001) به‌عنوان یک نکته مثبت 
تلقی می‌شود. زیرا مرحله چربی‌زدایی حذف شده و علاوه بر کاهش 
مراحل تولید پروتئین هیدرولیز شده, از کاربرد حلال‌های سمی مانند 
هگزان جلوگیری شده است. این مقدار چربی طی مراحل استخراج 
پروتئین و هیدرولیز کاهش یافت که به دلیل حذف ترکیبات چرب به 
همراه پروتئین‌های نامحلول طی سانتریفوژ يا به صورت یک لایه 
چربی روی سوپرناتانت بود. این امر می‌تواند باعث افزايش پایداری 


اکسیداتیو در کنسانتره پروتئین و پروتئین هیدرولیز شده شود 
(2010 ,0 61 باممزدوز<0), 


450 


350 


و و۳4 


غاظت پرونئین (میکروگرم | مبلیلیتر) 


شکل 1 - حالالیت پروتئین‌های نخود کاجان در برابر 013 


جدول 2 - خصوصیات شیمیایی آرد نخود کاجان. کنسانتره و پروتئین هیدرولیز شده 


نام نمونه پروتئین (/) 
آرد نخود کاجان 2/482 
کنسانتره پروتئین >سد9 12 


پروتئین هیدرولیز شده 8//324/1 


فزایش درصد پروتتین در پروتتین هیدرولیز شده (987/30-41) 
به دلیل افزايش حلالیت پروتئین‌ها طی هیدرولیز و حذف سایر 
ترکیبات توسط سانتریفوژ است. افزايش مشاهده شده در درصد 


چربی (/) 
421-1 
119/۹۹42 
۳ 


*اختلاف مشاهده شده مقادیر هر ستون معنی‌دار بود (0)5> 


رطوبت () 
۱/۸ 
2/2۵21 
7/0306 


خاکستر (/) 
906 
9۹-1 
بل 


خاکستر پروتئین هیدرولیز شده (4/60902) به دلیل افزودن اسید 
(هیدروکلریک اسید) برای تنظیم ۳1 طی فرآیند هیدرولیز است 
(2017 ,527008 0صح حصتلقا۳)._ کاهش میزان رطوبت پروتئین 
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هیدرولیز شده 7/۵/)۳-00) به دلیل استفاده از فرآیند خشک کردن بررسی فعالیت آنتیاکسیدانی پروتئین هیدرولیز شده 
انجمادی برای حذف آب است. نتایج به‌دست آمده مشابه نتایج نتایج حاصل از انجام آزمون‌های آنتی|اکسیدانی برای بیست تیمار 
سامو‌زووز:0 و همکاران 2010) و حمطتمک و صنله۲ (217) پیشنهادی توسط نرم‌افزاه در جدول 3 آمده است. 

است. 


جدول 3 - آزمون‌های آنتیاکسیدانی پروتئین هیدرولیز نىده 


تیمار متغیرهای مستقل متغیرهای وابسته 
نسبت آنزيم به ما (درجه زمان مهار رادیکال قدرت احیاءکنندگی مهار رادیکال قدرت آنتی‌اکسیدانی 
سوبسترا (۷) سانتی‌گراد) (ساعت) آزاد 0۳۳۲۱ 2) (700 نانومتر) هیدروکسیل 7 کل (695 نانومتر) 

1 5 4 2 ۳( ۷3 2/7 9«( 
2 2 3 م5 لوو 4 لد 102 ت 
3 5 4 ِ ی ید 3 295 0/63 
4 1 3 تم 7/09 3 97 7( 
5 2 3 در 4/521 32 02( 4 
6 1 4 2 12 3 32 0 3( 
7 2 3 ِ/ ۱/2 0/4 1/41 99( 
8 1 4 ِ 1 0/31 10/32 0/4 
9 1 3 ِ 1۳/85/1 0/3 ال 0/4 
10 3 3 2 312 2( ۱/۰۰ 30( 
13 2 ک 2 ( ٩2‏ 31 1/272 3 
12 2 3 2 :1/5 [3/ 1/0۳1 992( 
13 2 م2 1/۳0 ۹99( 1/2۳1 32( 
14 2 3 ب 1/0۳0 ی 14/4 3( 
15 3 3 ح 4 الد0 21021 ۸( 
16 2 6 3 1 2( 9 5۸( 
17 2 4 1 ن3 3 2/07 57 
12 ‌ 3 ِ 73۳ 3( 2/92 9«( 
19 1 3 2 2/۹2 24( 1164 0/3 
20 2 3 دا (کو9 4 4۱ ت2/320 037 


جدول 4 - معادلات مدل ارائه شده توسط نرم‌افزار برای هرکدام از آزمون‌های آنتیاکسیدانی 
1 1۳ 11۳ 
01 :9/60 217۸0120680 -16/960210/)۳51۸5- 16/0082 1/6/041/7/۸2 -12-4/2/۸16/629/ت-</ مهار رادیکال آزاد ۲۳۳۲۹ 
۲ 0/0۳56 .۰ »0/7535 -1//25۸»0 2/0125 -0/08202 -024۸2-4/422/) -40/0130- 1/00 -ه]ل)/6+-42/)- قدرت احیاء کنندگی 
34 8۳56 .۰ 0/4۴/86 6۸52/61۸0 /41/0502-12- 12/4/92 12/31۸2 ۳/160 12/169 1۳/77-4/92۸-/ مهار رادیکال هیدرو کسیل 
0/4۳5 10/0270 40/0218 45-0/)082۸/)- ظرفیت آنتیاکسیدانی کل 
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مهار رادیکال 1۳۳1۷ 


هن 


ِ زمان 
نسبت آنزيم به سوبسترا 


مهار رادیکال هیدروکسیل 


نسیت آنزیم یه سویسترا 

شکل 2 - نمودارهای سطح پاسخ الف) مهار رادیکال آزاد 0۳۳11 (» ب) قدرت احیاء کنندگی (جذب در 700 نانومتر), پ) مهار رادیکال 

هیدروکسیل (/) و ت) ظرفیت آنتی‌اکسیدانی کل (جذب در 596 نانومتر). پارامترهای مورد بررسی: نسبت آنزیم به سوبسترا (//) دما (درجه 
سانتی گراد) و زمان (ساعت) 
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میزان عدم برازش برای اين چهار آزمون به‌ترتیب 45 
0 03۳54 و 0۷0۵ بود که نشان‌دهنده تناسب مدل با 
داده‌های آزمایشی است. در تحقیقی که توسط تهلصنعطهع۱ و 
همکاران 2014) به روش مشابه انجام گرفت مقادیر 187 برای آزمون 
مهار رادیکال ۳۳۳۲ بیش از ۷95) بود 0۲983 مدل به‌دست آمده 
برای تمامی آزمون‌ها به غیر از ظرفیت آنتیاکسیدانی کل از نوع درجه 
دو بود (جدول 4). میزان 137 برای آزمون‌های مهار رادیکال آزاد 
7 قدرت احیاء‌کنندگی» مهار رادیکال هیدروکسیل و ظرفیت 
آنتی‌اکسیدانی کل به‌ترتیب 09/63, 000, 0090 و 0۷2029 
بود که به‌جز آزمون ظرفیت آنتی‌اکسیدانی کل توانایی مناسب مدل را 
برای پیش‌بینی تثیر شرایط هیدرولیز بر فعالیت آنتی‌اکسیدانی پروتئین 
هیدرولیز شده نشان داد. 

نمودارهای مربوط به آزمون‌های آنتی‌اکسیدانی در شکل 2 نشان 
داده شده است. همانگونه که مشاهده می‌شود» در بخش الف» در 
دمای طت درجه سانتیگراد کمترین میزان مهاز رادیکال 1۳۳۲۲ 
مشاهده شد و در دو سمت دامنه دمایی مورد استفاده. مهار رادیکال 
۳۳7 افزايش یافت. همچنین میزان این فعالیت در دمای 40 درجه 
بیشتر از دمای 30 درجه بود. با افزایش نسبت آنزیم به سوبسترا » مهار 
رادیکال ۳۳۴( افزایش یافت. تأثیر زمان بر مهار رادیکال ۳۳۴۷ 
مشابه تأثیر دما بوده و با با نزدیک شدن به کمترین و بیشترین زمان 
مورد استفاده. مهار رادیکال ۳۳ افزايش یافت. نسبت آنزیم به 
سویسترا و دماءپرمترهای دارای اثر معنی دار (۳>08) بر میزان 
توانایی مهار رادیکال آزاد ۳۳۲۲ بودند اما تغییر زمان تأثیر 
معنی‌داری نداشت ۳<6)5). گرچه در مورد قدرت احیاء کنندگی 
(بخش ب)» بیشترین فعالیت پیرامون نقطه مرکزی دیده شد. اما 
هیچکدام از پارامترهای مورد بررسی اثر معنی‌داری بر قدرت 
احیاء‌کننگی نداشتند ()۳<0) نسبت آنزیم به سوبسترا و زمان اثر 
معنی‌داری ()()>۳) بر مهار رادیکال هیدروکسیل داشته و در دو 
سمت دامنه زمانی. و در پیرامون نقطه مرکزی نسبت آنزیم به 
سوبستراه بیشترین فعالیت مهارکنندگی مشاهده گردید (بخش پ). در 
بخش ت. همانگونه که مشاهده می‌شوده مدل ظرفیت آنتیاکسیدانی 
کل از نوع درجه یک بوده و تنها نسبت آنزیم به سوبسترا اثر 
معنی‌داری در اين آزمون داشت (0(6>). به‌طوری که با افزایش 
نسبت آنزیم به سوبستراء ظرفیت آنتیاکسیدانی کل افزايش یافت. 

در بهینه‌سازی فرآیند هیدرولیزه عوامل مختلفی به‌عنوان عوامل 
موّثر برفرآنید در نظر گرفته می‌شوند. براساس نوع ماده اولیه و 
پارامترهای انتخابی» و همچنین نوع آزمایش مورد بررسی, نتایج نهایی 


و مدل ارائه شده تحت تأثیر قرار می‌گیرند. بهینه‌سازی تولید پروتئین 
هیدرولیز شده از سبوس برنج با استفاده از آلکالاز توسط سیلپرادیت و 
همکاران (2016) انجام شد. در مطالعه آنها دما و نسبت آنزیم به 
سوبسترا تأثیر معنی‌داری بر میزان تولید پروتئین هیدرولیز شده داشتند 
اما اثر زمان معنی‌دار نبود. ۷۲ و 120 (2017) هیدرولیز آنزیمی تولید 
پروتئین‌های هیدرولیز شده آنتی اکسیدان از کبد خوک به روش 
اولتراسوند را بهینه سازی نمودند. در مطالعه آنهاء تمام پارامترهای 
مورد بررسی اثر معنی‌داری بر فعالیت آنتی‌اکسیدانی داشتند. شرایط 
بهینه برای بیشترین فعالیت آنتی‌اکسیدانی شامل نسبت آنزیم به 
سوبسترا 4/4 دمای 5/هط درجه سانتی گراد و 0۳۲ اولیه ط 100 بود. 
در اين شرایط. درجه هیدرولیزه مهار رادیکال 0۳۳11 توانای 
گیرندگی یون آهن و قدرت احیاء‌کنندگی به‌ترتیب 924/12 909, 
۷/1 ۲ 0۳1 واحد جذب بود. اصتاع012 و همکاران 2018) 
مقادیر فعالیت مهار رادیکال 10۳۳14 و رادیکال هیدروکسیل را برای 
نخود کاجان به‌ترتیب 7/0/۷4 و 7/0/00" گزارش نمودند که کمتر از 
مقادیر به‌دست آمده در مطالعه حاضر است (به‌ترتیب ۷59/3 9 
2 علت این تفاوت آشکار در میزان فعالیت آنتیاکسیدانی. 
بهینه‌سازی شرایط هیدرولیز برای رسیدن به بیشترین فعالیت 
اش کید انین امیته 


بهینه سازی و تأیید مدل 

پس از به‌دست آمدن معادلات مدل برای هر کدام از آزمون‌های 
آنتی‌اکسیدانی» بهینه‌یابی توسط نرم‌افزار برای انتخاب شرایط بهینه 
هیدرولیز با بیشترین میزان فعالیت آنتی‌اکسیدانی انجام شد. نقطه 
پیشنهادی توسط نرم‌افزار برای آنزیم پپسین نسبت آنزیم به سوبسترا 
1 دمای 3799 و زمان 422 ساعت بود. برای تأیید اعتبار مدل, 
آزمایشات جداگانه‌ای انحام شد و مقادیر فعالیت آنتیاکسیدانی به‌دست 
آمده تأییدکننده مدل بودند. جدول ظ مقادیر به‌دست آمده در 
بهینه‌سازی و تأیید مدل را نشان می‌دهد. همانگونه که مشاهده 
می‌شود» حتی در حالتی که مقادیر به‌دست آمده کمتر از مقادیر 
پیش‌بینی شده است» این مقدار در دامنه مقادیر به‌دست آمده برای 
فعالیت انا تدایع نمونه‌ها است. در مطالعه صئلقلط و موه 
(21) نیز نتایج به‌دست آمده در برخی موارد کمتر از نتایج پیش‌بینی 
شده بوده اما نتیجه به‌دست آمده در دامنه نتایجم حاصل در طی 
بهینه‌سازی بود. ویژگی‌های آنتی‌اکسیدانی پروتئین‌های هیدرولیز شده 
وابسته به نوع آنزیم» شرایط هیدرولیز و منبع پروتلینی است. هیدرولیز 


جزئی می‌تواند به مقدار زیادی ویژگی‌های آنتیاکسیدانی پروتین‌های 
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بهینه سازی ویژگی‌های آنتیاکسیدانی و تغذیه‌ای پروتئین نخود کاجان.- 


هیدرولیز شده را بهبود ببخشد (2015 ,۵1 6 نطاج0۳72ع). 


جدول 5- مقادیر فعالیت آنتی‌اکسیدانی به دست آمده در بهینه سازی و تأیید مدل 


آزمون 

مهار رادیکال آزاد 0۳۳۲۷ 7) 

قدرت احیاء کنندگی (700 نانومتر) 

مهار رادیکال هیدروکسیل () 

ظرفیت آنتی اکسیدانی کل (695 نانومتر) 


استفاده از دماهای بالا موجب دناتوره شدن جزئی پروتئین‌ها شده 
و درنتیجه آنزیم به شکل راحت‌تری می‌تواند به تجزیه پیوندهای 
پپتیدی بپردازد. در شرایط بهینه هیدرولیز پپتیدهایی با بهترین 
ویژگی‌های آنتی‌اکسیدانی تولید می‌شونده اما در سایر شرایط 
پپتیدهایی با ویژگی‌های ضعیف‌تر ساخته می‌شوند یا اينکه پیتیدهای 
آنتی‌اکسیدان مجددا تجزیه می‌شوند و درنتیحه فعالیت آنتی‌اکسیدانی 
کاهش می‌یابد . به‌طور کلی» فعالیت آنتی‌اکسیدانی وابسته به ترکیب 
آمینواسیدی و اندازه پپتیدها و همچنین اندازه مولکولی آمینواسیدهای 
موجود در ساختار آتها است (2015 ,5200 20 معاعه). بنابراین» 
برای یک آنزیم خاص, آزاد شدن پپتیدهای آنتی‌اکسیدان تحت تآثیر 
ماتریس هیدرولیز شده و شرایط هیدرولیز است ( 6 ۱۷۲۵۲680 02۲ 
6 ,.). کاهش فعالیت آنتی‌اکسیدانی در شرایط دمایی بهینه 
آنزیم می‌تواند به دلیل فعالیت بیشتر آنزیم پپسین در این دما و در 
پپتیدهای آنتی‌اکسیدان و يا تولید آمینواسیدهای آزاد 
باشد. آنزیم پپسین یک اندوپپتیداز است که در محل فنیل آلانین و یا 
لوسین» پیوندهای پپتیدی را می‌شکند. تولید پپتیدهایی با انتهای فنیل 
آلانین به دلیل خاصیت آبگریزی می‌توانند در ایجاد فعالیت 
آنتیاکسیدانی نقش داشته باشند. همچنین در زمان‌های کوتاه آنزیم 
فرصت لازم برای هیدرولیز کافی پروتئین‌ها را ندارد. 
نهمصصهطمصسه۱ "و همکاران 2017) در بررسی فعالیت 
آنتی‌اکسیدانی کنجاله تخم کدو بیشترین فعالیت آنتی‌اکسیدانی 
پروتتین هیدرولیز شده با پپسین را در بیشترین زمان مورد استفاده 2 
ساعت) مشاهده نمودند. 


آنالیز آمینواسید 

ترکیب آمینواسیدی کنسانتره پروتئین و پروتئین هیدرولیز شده در 
جدول 6 آمده است. ترکیب آمینواسیدی نقش مهمی در ویژگی‌های 
آنتی‌اکسیدانی پروتئین‌های هیدرولیز شده دارد. مقدار آمینواسیدهای 
آبگریز در پروتئین هیدرولیز شده 219/84 میلی گرم برگرم بود. وجود 


مقادیر به دست آمده 
5۳/4۶1 
022 
2۳/2 
0/621 


مقادیر پیش بینی سده 
21/0 
3 
۳۰ 
0/5۶ 


مقادیر مناسبی از آمینواسیدهای آبگریز موجب انحلال راحت‌تر پپتیدها 
در روغن و واکنش با رادیکال‌های آبگریز و اسیدهای چرب چند 
غیراشباع می‌شود (2017 ,۲0" 204 تا۳). این ویژگی درصورت 
استفاده از پپتیدهای آنتی‌اکسیدان در امولسیون‌های روغن در آب 
اهمیت بیشتری پیدا می‌کند. مقدار آمینواسیدهای آروماتیک در 
پروتتین هیدرولیز شده 2//004 میلی‌گرم بر گرم بود. آمینواسیدهای 
آروماتیک می‌توانند با نتقال پروتون به رادیکال‌هاء آنها را پایدار ساخته 
و همچنین از طریق رزونانس, به پایداری خود پپتید نیز کمک کنند. 
هیستیدین» تیروزین» متیونین و لیزین به‌عنوان امینواسیدهای 
آنتیاکسیدان گزارش شده‌اند (2013 .۵1 2 ع1) پس از هیدرولیز 
میزان هیستیدین به شکل معنی‌داری (0>068) افزایش اما میزان 
تیروزین» متیونین و لیزین کاهش یافت. به علاوه امینواسیدهای 
ابگریز نیز می‌توانند موجب افزایش توانایی آنتی‌اکسیدانی پروتئین 
هیدرولیز شده بشوند (2017 م,طمحاعهک هه حصتحاط نع 0۵۵02۵ 
7 ,۰6 از طرف دیگر مقدار فنیل‌آلانین که مهارکننده 
رادیکال‌های آزاد است (2011 ,۵1 6۶ 2۳ت) به شکل معنی‌داری 
(0(8>م) افزايش یافت. گلوتامیک اسید. آسپارتیک اسید و آرژنین به 
ترتیب بیشترین مقدار را در ساختار آمینواسیدی پروتئین هیدرولیز شده 
تشکیل دادند. گلوتامیک اسید یک گیرنده فلز و همچنین دهنده 
هیدروژن است که می‌تواند نقش موّثری در فعالیت آنتی‌اکسیدانی 
داشته باشد. هیدرولیز به شکل معنی‌داری (68)>) مقدار اين 
آمینواسید را افزایش داد. به طور کلی هیدرولیز پروتئین به شکل قابل 
توجهی نسبت آمینواسیدها را تغییر داد. حاصل این تغییر ساختار 
آمینواسیدی در نهایت به نحوی بود که فعالیت آنتی‌اکسیدانی مطلوبی 
تولید نمود. بخشی از کاهش میزان آمینواسیدهای اندازه گیری شده ر 
می‌توان به فرآیند آماده‌سازی پیش از اندازه‌گیری آمینواسیدها نسبت 
داد که اجتناب‌ناپذیر است. همچنین تغییر در مقدار آمینواسیدها و 
درنتیجه حضور پپتیدهایی با بار سطحی نسبت آبدوستی به آبگریزی 
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و ساختار فضایی جدید در بروز فعالیت آنتی‌اکسیدانی نقش دارد 


(2010 ,16101 200 تلحصندک), 


جدول 6 - پروفایل آمینواسیدی کنسانتره پروتئین و پروتئین‌های هیدرولیز شده توسط پیسین (مقادیر بر حسب میلی گرم / گرم) 


ص 0 پروتئین هیدرولیز نی‌دا مقدار پیشنهاد امتیاز شیمیاي امتیاز شیمیایی پروتئین 
آمینواسید کنسانتره پروتئین 0 رولیز معنی‌داری 0 1 1 7 ۱ ِ 7 7 ۳ 
آرژنین ۱( 3 - - 
سرین 2/۷/۶2 26/7 15 - - - 
گلایسین )2 2/222 25 ۰ ِ 
ترئونین 1/9 4( 15 7 632( 992( 
آلانین 2/4177 7-6 15 - - 
پرولین 7 2 15 - - - 
متیونین ۱9-4 2/4( ۰ 2 42 02( 
آسپار تیک اسید 5//86+11/6 2-4 15 ِ 2 : 
والين 22 69/۵ 15 4 93( 9( 
هیستیدین ۱۹/0۹ 1-2-3" ‌ 1 1001 113 
لیزین 3۳/4/9 2-1 4 901( () 
گلوتامیک اسید 14/3*+7:/16 ۴/0 ِ ۰ ِ 5 
لوسین [2/۵12/5. ۰ 46/481/76۰ 15 6 ۳/1۶( ۳/9( 
فنیل آلانین 4 1/4 ِ 4 الوء/0 1۳011 
ایزولوسین 2۷/۵۵/62 7-4 ‌ 3 9( ۳/4( 
تیروزین 1-۵( ۱/۵ 1 ِ ِ 


آمقادیر پیشنهادی برای بزرگسالان» فائو (2011) 


* دارای اختلاف معنی دار 02>) 
5 بدون اختلاف معنی‌دار ()0<) 


امتیاز شیمیایی برای تخمین ارزش تغذیه‌ای پروتئین مورد استفاده 
قرار می‌گیرد. نتایج اين بررسی نشان داد که متیونین آمینواسید محدود 
کننده در کنسانتره پروتئین و پروتئین هیدرولیز شده است (جدول 6» 
زیرا در هر دو نمونه, متیونین کمترین مقدار را دارد. هیدرولیز پروتئین 
با وجود ایجاد تغییر در نسبت آمینواسیدها» افزایشی در نسبت متیونین 
به مجموع آمینواسیدها ایجاد ننمود. درنتیجه پروتئین هیدرولیز شده 
نیز همانند کنسانتره پروتئین دچار کمبود متیونین است. سایر 
افزایش معنی‌دار 0 >0) میزان. هیننتیدین.. فنیل. لانشن 
(آمینواسیدهای ضروری) و گلوتامیک اسید (آمینواسیدهای 
غیرضروری) شد. در مطالعه‌ای که نتتصشنصه‌الق! و همکاران 
(2010) بر روی پروتئین هیدرولیزشده 0۳۵۲۵۵5 56210 انجام 


دادند. امتیاز شیمیایی آمینواسیدهای ضروری نسبت به پروتئین مرجع 


بررسی توزیع وزن مولکولی به روش ,۲۳۲ 

شکل 3 توزیع وزن مولکولی کنسانتره پروتئین و پروتئین‌های 
هیدرولیز شده را در 2000 نانومتر نشان می‌دهد. همانگونه که مشاهده 
می‌شوده مقدار پپتیدهای بزرگ و کوچک در کنسانتره پروتئین تقریبً 
نزدیک به هم و بسیار کم است زیرا در فرآیند استخراج پروتئین از 
هیچگونه آنزیم هیدرولیز کننده‌ای استفاده نشده و مقادیر کم پیتیدهای 
اندازه‌گیری شده به دلیل استفاده از اسید و قلیاً طی استخراج است. 

استانداردهای مورد استفاده و وزن مولکولی آنها در جدول 7 آمده 
است. بخش عمده‌ای از پیتیدهای تولید شده در اثر استفاده از آنزیم 


پپسین دارای وزن مولکولی 123 کیلودانتون (سیتوکروم ه) تا 5/ 
دالتون (گلایسین) بودند؛ به این معنی که بیشتر پپتیدها نسبت به 
پروتئین هیدرولیز شده با پپسین دارای اندازه بزرگتری بودند همچنین 
بزگترین پیک در نمودار پپسین. در حجم شستشوی 11 میلی‌لیتر 


کنسانتره پروتئین 


میلی لیتر 


۲۵ ۳۰ ۳۵ ۴۰ 


۷ ۹ یه 
ساسا 


بهینه‌سازی ویژگی‌های آنتی‌اکسیدانی و تغذیه‌ای پروتئین نخود کاجان.- 5903 


مشاهده شده که معادل با پپتیدهای دارای وزن مولکولی 0/5 
کیلودالتون (آپروتنین) است. گسترده بودن تعداد جایگاههایی که آنزیم 
می‌تواند بر آنها اثر داشته باشد موجب تولید پپتیدهای متنوع از نظر 
اندازه می‌شود (2016 .۵1 ۵۶ مصع۷0-مع02۳), 


بسین سس 3 
#9 ۱۸۵۱ 
۹ 
۱ ۱ ۳۰ 
1۵ 
۲۰ 
ند 0 
۱۰ 
۵ 
رم دا ۰ ۹ 


شکل 3 - کروماتوگرام کنسانتره پروتئین و پروتئین هیدرولیز شده (توسط پیسین) در 280 نانومتر 


پیک‌هایی که پس از 20 میلی‌لیتر مشاهده می‌شوند» مربوط به 
ترکیباتی هستند که به دلیل برهم‌کنش آبگریزی و تمایل بیشتر به فاز 
ساکن» دیرتر از ستون خارج می‌شوند و امکان اندازه‌گیری وزن 
مولکولی آنها وجود ندارد (2016 .61 4 ععصنت0). 


پپتیدهایی با وزن مولکولی کمتر فعالیت آنتی‌اکسیدانی بهتری 
دارند (2016 .۵ 6۶ 200) و پپتیدهایی با وزن مولکولی کمتر از 10 
کیلودالتون دارای بیشترین فعالیت انا کسید الین هستند ( ۵1 0۲1886۲ 
6 ,.): 


جدول7 - استانداردهای 1۳۲/6 


استاندارد 

» سیتوکروم 94ص 
آپروتینین ای 
گلایسین 7/0 


نتیجه گیری 
در پژوهش حاضر پروتئین‌های نخود کاجان (مزی دجمزهع) 
به خوبی توسط پپسین در شرایط بهینه نسبت آنزیم به سوبسترا 


وزن مولکولی (گرم/ مول) حجم نسستشو (میلی‌لیتر) 


۶ 
11/۶ 
11/4 
1 


(72/15) دمای 399 درجه سانتی‌گراد) و زمان 452 ساعت) 
احیاء‌کنندگی» مهار رادیکال هیدروکسیل و ظرفیت 


قدرت 
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آنتی‌اکسیدانی کل پروتئین‌های هیدرولیز شده در شرایط بهینه دارای آنتی‌اکسیدان مشاهده شده نیز موّید رابطه بین آمینواسیدهای 
فعالیت آنتی‌اکسیدانی قابل توجهی بودند و وزن مولکولی پروتئین‌های آنتی‌اکسیدان و میزان فعالیت آنتی‌اکسیدانی بود. نتایج اين پژوهش 
هیدرولیز شده کمتر از 10 کیلودالتون بود که بیان کننده رابطه بین نشان می‌دهد که پروتئین هیدرولیز شده 6607 0۳۷5[ منبع 
ساختار و فعالیت آنتیاکسیدانی است. پروتئین هیدرولیز شده از دیدگاه مناسبی از ترکیبات آنتیاکسیدان و تغذیه‌ای است. 


آمینواسیدی دارای کیفیت مناسبی بو میزان آمینواسیدهای 


منابع 

اجلمتمع ممهطصوها ۵۶ متاممومج لقومتامصط مطا ۶ لاه ندومن ,2004 بو 6 رله7ق وی نک ,ع[0600۷72خظ 
0 1۵0۱۲ (عها وم ی/) ‏ صجعها حصجمجوه مه همه  ))۳/۵‏ صقهها. عاموز و6۵۱0 رای 66 ۲۷۵۵۳۱۵) 
37:355-5۰ ,لقصمتاقصعاص طه‌توعومع[ 

مجح عصنصدم] معط من ام م4صه طاعصمته متممدً رلن۱2ظ ۵۶ مامع]۳ ,1999 .۵ ,وومتاو۲ عک .مک بتمطون .1 ب,وداصتاض 
51-۰ :66 رنه ۲۵۵0 .ماه هه صتمام0۳ (معزف» ک(0۵) 06۵ «00ع01 0۴ حمنادآمع 

۰ ,29۳01082)00 ۷۷ .60 180 .عتورورلقصه ۵۶ ممطامصه 0۵6121 ,2005 ,۸۵۸ واوتصعمط اهمتا همه م0۵1۶ ۵۶ حمتا12ه0ووخر 

عمط 10۲ همهم فتورداملبوظ ۵ ممتاهمنتانن صم طمهممممه میناد 165۵0880 ۸ ,2015 ما ,ماه عک ٩9.‏ .5 ,متافقل) 
۵۵ 074 عون .متام اصهلته تاه اه مماحوداهت رد متام ماتطه ‏ ععع ۵۶ ممتامتال2۳0 
55-۰ :(4)1 ورو ۱01661:70 

صتعامج مطا صم ععل‌تاومم تممصهم‌تامه مه اصملتمتاص ,2015 .0.۳ رعطانا عک .1 بلنا ب.ظ ۷۷/2 .۲.۲ متا رن بلط 
301-۰ :15 و۲۵۵ ۳۵۵۵۵۵ ]۵ ول ع0عناه (معممنتع عع16811]۵۲) حصهآه 0۱۵00 0۴ ۱/0۲0152۵۸6 

۸0101204 ممتاه)ااعومن ]۲۵۵ مه جچ ۵۶ ]۵90۲ .ممتاتتاه مقصصبط مدز ممتاهتالديه وتلمتن صتمامتج وتامزنا ,2011 ,۲۸۵ 
11 07-2 :۱۷2 31 ,262120 ۱۱۵۷7 

1 2014 ,.۲ رطعکوع1 ک ,[ ,100209500 و.ت) بط0956 121 رت) بظ1200056 و.]۲۲.۳ مصه‌واع1ا ومایا بطع0675 هه .فک بط۷ ۲2۲ 
تمه -صنآزن طف 59۵ طا ممتلهتالوه مه ورهوعه مد ح :عماجکوامت بط متام رام هی 0۵0 ۲و وازتامه 
326-4 :149 ,رهزمه0۵ ۲۵۵0 .صمتعاحاجم 

صازن طقف گم تایه هن صرح آهمتووطظ ,2016 بت رطعو12000 عک ,۲.۷۲ رکتهتات یه یکتهتات ر.ل.ظ رمصمتما 02۲012 
124-۰ :203 ,0۵0 ۳۵۵0 .0۱۷۹۵6۵5 صتمامم و ط 112۵0نه)ی مممتولنه مه7 

0 واطعتعص لعج ممتاعن) مذورنا م۶ صرعزل‌منجظ وا فطا_ ر2017 ۸ مطتلالمصهک کی .ظ رماتهاتتاظ یگ متتصات 
-1206 :16 ,اعل۵ه ۲۵۵0 ۱ 66۵66 ۵0ص اماب 00۵۵۵۵9 .علنعظ و۳ قعمموم ۵۶ ممتهاناوم۱۷۲1۱00۵۵62 
1216۰ 

(2016) .۲۳۲ بط70ظ عک .۲ رصعام0ض] ره بقافصایم۵20۲۳۷۹۱6۵-۱۷۷۲۵2 رتطن۲ بحه‌وامذلط ره ۷62011006 با رتقلقلهه بلط رصن 
,02۵۱۹ ۳۵۵0 .عصها 52 (مع۱۵۲۵۱ 0۷:۴۵۵۵) عصاهط لممطا نهد ما دلصنامم‌صمی )هتم تقلناهعامصه 10۷ 001021176 تخر 
1164-1۰ :194 

(50 0۵۸۵۵۱۵۳۵6 اوه ۵۲ ممتانلجمه کتوزآمتل بط چم طمجمتمهه ممهیتاه 1۳۵5۵0886 ۸ .2017 ,۱۱.۷۲ 0ات9 عک نگل محطلع]۲ 
1081-9۰ :(24)3 ,۵3۵۵۲۵۵۵۱۵ ۳۵۵ ۱۱/۵۱۱۵۲۵۸۵ 2011۷7107۰ اصحل راصح ۱/6 ملجوزامتل بط صتما20 

ص ۳۱۲۵۱۲9۵6۵ منما۳۳۵ م۷۷ ۵۶ ومتاوتمه‌امههطل امممتم‌مه۳ ۷۵۵ مرح ,2015 ربا یله عک .لا روما من نک نک رتطاصه0۳ع[ 
350-9۰ :(35)3 روعع8809۲ ۸۱۱۱۵ وه 56۵06۵ ۳۵۵۵ 0۴ 0۱۱۱۵ ۵۲۵۵۰ ۰ اکتا 10 ۲0۵0 

۰ ۹۱۷1۸6 ۳0 ۵۲06۵95 ممتامعتاه صتقومعظ و2012 ریگ رممتهه۱۵ عک ۷ رهعصتاطمما پل بقلته۷1۱6 و.ظ ر200تاژ 
0۰ -1346 :42 ,21060710 ۱ ۲۲۵۵۵012 

ص (8) «عمامهمطام۱ مداد مفمممومع مط هم 0۳۵۲۷۸۵۵ ,2015 رما بلهمتله مهم عک .۷۵ همه اتتمطلگ 
۰ -8 :(2)1 ,۱2۱۱۵۵1۸۵ و۳۳06 6 ۹6/۵766 0۴۸۵۵۱۵0 0۲۱۱۵ ۲۲۵6۵5565۰ ط0ام ۲۲ 

40 معممزک ۳۵۵0 صز ومزنمی لقعتانیت .تاد ۸ :۵۵08 ما فصتمامتم ۵۶ کمتاتمم0۳0 لقممتام‌ج۳0 ر1976 وبظ .ل م9560112 لک 
.219-0 :7 ,ط0ت)تا ۲ 

کصحل نامه ۵۶ ممتاه2تمامحهطه لهمتمهمطم‌منها فصه ممتامم) ۳۵ ر2011 بیک باععصهعنهل عک هنک رهم22 رصق رتاک 
4196-1۰ :32 ۵۵/۶06۶ .0۳0۵1 ۷۱۵6۵۲۵ (ا۳م وترعهآ۷/۵8۵) اتمه موم موم م0تا۵و2 

حصلعام0۳ علانمط ۵۶ بالازطامانه2م0۱ مطا مقصا ممتامعتاوع1۳۷ ,2017 .۲ مصق نا عک .1 فانک 2-1 مبصف ب.] بکل200,] 
۰ ۵۲۱ ۳۵۵۵ ۱۵۴012176۵۲5۰ 6۵11 260-2 مصلمن راذتاعج مازمانطه ۲۱۷ مفمل‌تاممه-تامممن از قعل‌تامم 0611۷60 
701-۰ ,8 ,2017 

۷۲ ۶۲0 00۳1۷۵0 8۱7۵ه۵۲)۵مرطتاصح ۱0۷۵1 ۸ ,2017 .۷۲ ,02120 ع با ب۷۷29082 ویک پلنا و.۷ م2021 وا انا وبا ,0۵120 ب.ظ بل 
۰ :(22)1 ,۱۷0۱66۱۵5 0/۱/۵۱۱۰ (احهاگ ممتارحژه .2 ۷ 1 زطا0ز-م ده نع امن)) 

کح تمصع ۵ نو ,2014 م۷ بلهزمصتصه‌طمیک عک ,۷ رتصو‌طاتمطت ایض رتعئتتمام ره رکلمصممطه]۷-نطومههی رل عدگصتم‌طوه]۱۷ 
۸ ۵۰6 ۰ م91 ممتاه2تصانن 0‏ تماعودام بط صتقمام له8مو ۷۱‏ مففطه ‏ ه. وازتامه 
.179-4 :1064 ,۸۱/۱6۲0۵66۲ 


بهینه سازی ویژگی‌های آنتیاکسیدانی و تغذیه‌ای پروتئین نخود کاجان.- 25 


لدم که فتوامتبط متقصرمصه که مامتان ,2013 رم ملتمطوعا عک شا رطعصوی ب رتقی بکل۷۲ ,09 نانک بعلا 
1 و۳00( ۵ و۲۵۵ ماع .موی لهعتله امه طا۱ عماجورآه له امن تم رن کز۲) متمامتم ملق [0ظم1 
725-1۰ 

,571۵۵۷۸۵ 6۷16۷۷۰ 2 نصههه فنامه[ه) ر01260006۵ 0۴ تم 11270۵010 م1 ,2015 ,۲ ,00۱۵27۵ تک هی بللتا۲2 ریق رال 
۰ ()4 

عط ۶ صمن2ع011 10۵2 ,2017 ۸۲ رتطوع20 عک ,۱۷۲ بتصصعاظ م۷ بتصه‌طاتمدان یه بلقمممط۱2 تطعملهو ریظ اه صصهطمصمم 
ععلقه آزه صتاموصتن ۵۶ وتوامت بط متاقررمصه فط معط ممتامنمن قعه‌تاوهم 0420۷7۵- امه ما فممتاتصمی مصتامدتامن0 
۰ -135 :(61)13 .6610710108۲ ۵۵ 566166 ۳۲۵۵0 ۵۴ 0۱۱۵ .صتوجوج رجا طتما2۳0 

صنصه ند بومتاهم0۳0 اصمل ۸۵۱020 .2018 ۱۵۰ ,الم کی ۲ رتطاعقاه .۷.۵۲ مفطمتز رون رهطاموم بنه بتازصاعدآ۵ 
6۵ ۱ 5تا0عصم) مورک ۵ متتاقوععم 0۱۵00 متاماوود نم فامعگه 24 فمهوا0۲0وظ مهم مممونم ۵۶ وم710 200 10101001۷ 
6:1879-۰ ۷۸۵۱۵۷۸۰ ۵0 566766 ۲۵۵۵0 ۲2۵۸5۰ 

مرحم ۵۶ ممتاحمتصتامن0) ,2010 رشن تمه ع ظ۸ مصهعع4220مصه)۱۷]۵ ببظ رتتقصمک-صمنهطه با رتتاممتووزدن 
,6611۳10108 ۵۱۱0 ۱0۴۵۲06۵55 ۳۵۵0 ۵۵6۵۰ ک1۳:9۵) حصدا ۷۵۱0/1 ۵۲ دصتماه۳۳ مافه۷۷ ۷۱۹۵۵۲۵1 0۶ ولو۲۱۷۵۲0۱۷ 
696-55۰ :(5)2 

وم اصملترمتاصح ممعطا ۵۶ ممتاهزااصم10 فصح ممتاه‌تتسم لفتانهظ ,2016 .۲ .1 بع؟ عک .ظ) مططظ .۲ ملک بل .ی ات۳۲ 
0 0۱۵ .ملظ عناوم رها متهعا0 بط (وخاله ات تعععمو متاطا صم مامعگه و۵02000۳0]۵00۲ظ ۱۷ 
88-۰ :20 و۲000 ۲6۱0۳۸۵ 

۵۵۲ ۱۵ 2000020 لهسناهه قج موم ,2017 21 )هم با ۲۱۵۱۵۲ تصتمهه مصقصه۲ یک متتفطصیظ مالمومتصتک رن متلع۲عظ 
17-۰ :(37)1 ,جع766101010 ۵0۵ ۹6/۵۷6۵ ۲۵۵۵ .5عع تساه حم‌امنده صا ممتاهل0ر0 

.ظ.۱۷۲.۲ ,0ععط20ظ ۲.9 مقطاع020 مشش مقطاههت0 وب).۱۷]۲,۳۲ به9117 .9.۳۲ مه۵۳۵1ظ مبشنک.1 م62611۵ظ ,]۸.۱.۷ ,0۵1061۲02 
۸۱4۸۵ ممتاجمتصتام0۵ :فامتال۲-۳۳0ظ )0602 م۳ ماه۷۹ ۲۱۲۲۵۱ صتمامز۲ لمممتام‌مت۲ ,2017 .۷۲,9 بع۷]2071[ 
۰ -19 :200 ,۵0966۷66 ۳۲۵۵۵ .500165 

صلمام طفی ۵ فمتاتموم آمممتامصت۳ ,2016 .۲ ۷2۷52 -201صطظ ع .۲ رعک‌صحطوط‌اقظ ریگ بتلعلهی م2 بتتتصش مهف 
یلته .عرص من ۳۵ وا 0ممت00ض م1مفنامه (عتمهعتام منمعی) طفتلملایت حصم وماهوز۱/0۲01ظ 
1485-9۰ :(4) 15 ,رععع۱۱ع6ه ۳9/26۲5 

0۱۵۵ ۱۱۵۱۱۵۵۱۵ 1۵۷16۷۷۰ ظ :قاری ناهن وعصیرمصظ عاامع)۳۵ظ ,2014 میکا.ظ 7۷200 جهن عک .۵۸.9 ,عا12 
۰ -188 :(3)2 و(11۳[6) اعد 6۹۵۵۲۵ ۳۳۱۱۵۲۷۱۵6۵۱۵۱6۵ 

-1335 ,2 ۳۲ ]۲۱۵ ,۲۵۷۱۵۷ هقهممو60ع۱م طعتامعطا ممتاتمتاه تطاتهتام ,2010 1 یقصعااتاگ مه بک ۷۰ رتام۷ ۵ ر.طیک 92608 
.134 

1949-6۰ :31 .۴۵۵۵۵5 ۲۵۷1۵۷7۷۰ ظ :عصلما00 1000 حطم ومک‌تامم0 ۸۵۵0۱0۵/۷۵ .2010 مه رلتقصصو؟ عک ۲۲ .ظ ت22 

صهه ممزد هم ممتهمتصتامن0 .2010 ۷۰ رصهوهصهطان م۲۱ اک و رتقطمانه ۷۷ ربا رع۵۵۲6ظن؟ رو بطم1202101112821 ریک ,11072016 
221-۰ :(3)02 ,۸۲0-۳۱06 وه ۳۵۵0 ۵۴ 09۱۱۵ ۸۶۶07 .21621296 عصتفها ممتامنال0۲0 ملقوزآ0ت بط متما2۳0 

هصه .۱۷۲5 رب) صعزه ومصوزون 0ععلهمو گم ملتامیم لمممتاتمت ,2016 ری بطقون ی ۲۷۰۲۲ بقهمصمان) ر..5 مصمعصمام 
کعصمع 1 (1822 راامطه‌بظ) فامتمم‌زیهع فعتتهان 0۲ 6ع1 مطا صد لقع صهه‌هنومد م10 اممجممهامم( تاهج فج ممتاجمتااا 
450-۰ :(33)3 موه ۵۵۱ ]۵ 0۵ 

۶ 06ع1ه تممصهم‌تاصه مه ات20 اصهل00 تاه ,2014 و فتاه ک ۷۰ رزهتمطصه1 ۷ ریگ بتایمصهع]۱۷ ریق باه 2۵2۲مصصنآ 
,۷۵/01 ۳۵۷۵۲۱۱۷۵( ۱0۱۱۱۵06۱۱۵ 606۵۵(۰ 60۵660۵96۵) ورن 0۲ مفهوز۲01 ۶ متاصروجصه طمظ مل‌تاومن 01۵200۷۵ 
343-۰ :4 

کاوکزن ۳۱۱۵۵۲ 0۴ کمتا نامه امنمام‌متصتامه مه )صملتمتاصه ۵۶ ممتامصتصهاه1۳ ب200 مشق رچتهک یه بده۷ ره ات۲1 
4083-9۰ :49 یهن ۲۵۵ 0 ۵۵۱۱ ول .کامحتاه 

۶ )م0۳۵0 مط ع۲0 مممتاتلومی فتقرهاملبوظ متقطررمجه ماوزوومع مهن ۵۴ ممتاع2تصصتانن) ,2017 و.ل.۳ رصع کی ).۲۱ بتا۷۲ا 
0۵۲۱۱۵ ۸۵۹۱۲۵/۵۵۱۵۱۱ -۸۶۱۵ 00108۰م ام ماو مقصممروع۲ هصتفه رتم۱۲ ممتمت0ه مدرم ومهود]1۲0وظ )هل ترمتاصه 
.1612-9۰ :(11) 30 ,96۶67۱665 ۸۲7۱۱۵ 

۲ ۷1۵ ط1 ,قاری مصملاه2اهامم هه رمتاهم‌تتط ر2017 ریک رعص2ط2 ع بر مصقنلگ ور رع20218 .۷ بلنا .۲۷ ,7602 
مصام‌طع امصم! لدم لژ من 0۵۲۵0 وملتاممم عتامممنه گم امه 76 ا8صه)تمموطتاصع و طا فص ممت)تماتططز 
48-۰ :28 و۲۵۵ 00۱۵ 0۴ 0۱۵ ۰ ۱/0۲015۵۵۵5۰ظ 

یمتاح مطا ۵۶ متطمممتهامک ٩۳۳۵0۵۲6۸‏ مطا ر2016 ریم رهلک ک ۲۱۷۷۰ ره رطط نا بط فا برظ1 ,700 
۰ :(21)1 ,۸۸۵/۵۵۱۵۵5 .6ط۲۳0)61 لجع حصم وعلتامع۳۲ 


هء : ۰1۱609۱80۱02۷ 0صره معصمزعق ۲۵۵۵ صهنصه۳] 
نشریه پژوهشهای علوم و صنایع غذایی ایران ۲ هگ ۱ ِ 


1 ۳ 7 ۲ ۱ 00۵( 
جلد 15. شماره 5. آذر - دی 1398 ص.596 -583 دی که ی با 583-6 .۲ ,2020 2[ -66 و5 ,۱۷0 ,15 ,۷۵۱ 


۵ ۵0۵۵ مه ۵۵اه و۵۲۵ هزم 0 صهاه2تان6 
۵ ۱۱۲/2۵۵ 1۲66001066 0612 اقصوز رن کعمعه۵انر و0۲۵۲ مصتتنال 


کزد۱0 ۲۷۲۰ رخصمودامیاول بمگ رختصوط هط ۱۰ تعامصممطه]۱۷ تطهم0 62 ,1۳ ۸۱ تتصحصم0‌و۱۲ بودازه۲ .۴ 


6661۷60: 5 
۸600۵0: 1-1 


فصح اتمه مصهلتمتامه مه میا فمتاوممج فتامتته ۷‏ امومع م6 ۲۲0۱۷2۵۵0 عصتهها. مه فتاه :صم)عنل00 1 
0 ۰۲۳6 .ع201اام0جه6 متمصط ود 0صه ممتاتلجم تعقانمهر صا تام مه و فتوترامنلبوط متاقصومصظ وفاه تقصمت)1تاناط 
1006) م6 ولو لوط مفطا عصم2تصتامن رها 90 مصماتصمی فلوردانتل بط مط مه غصم‌صوومل میج ممتاوممم مهوت ا0بوظ متما2۳0 
مج ممتصتاون مه زه7 لهعلافاهاو 2 وا 0مصامصه ممهتتاه مفصممرومک؟ .0ع7منطمج مه ممتاتازهاه )صملرمناصه تمطونط ال فصتمامعم 
0 ممتانجمی کلویه الط مطا اممصط فصع ممتصتامه ما ۳726 تاک اصمومنم ۴ حصتح م1 .واتصمتهه متمصهر قعمعمعم عطا ۵01 
بصک0 رها فص هزم حصم مه آمممتازمه طعنط از میهعاه لوط تعامج اصملت«متاصه 20 عمت2۲0 


عطا طه علاح ما عمنطفعع: تمه 0ماجممم مه نامه فصتفامیم و صوزهه متصعزه بادتز۲ :ع0مط)عصه 20 واهلهاه]۷ 
(360 ,2 ,1) طمتاهتاجهعع0ع مصهرز2صظ ,۲۳۱۵ جح ۱۱2۵۲۲ عصتوهه ترطا نام ومزریجی مه ممتامجمان صتماونج راتاتطاتتامی اموع1 2 )2۵9 
۵۵ ۳۱۵۵۲۲ جوزوعبا مطا ما مزع م۷۵ عماماها ت۷2 اممل‌مممرمل‌صا قچ (ظ 5 رد.3 ,02 مفصتا 2240 (۵* 40 ,35 ,30) ععتههم‌صها 
-1 ,1 50۲0۷۵6 عطا زا 0ماومعوناه عاممصاهع۱ 20 عطا مه عصتلتمعع2 تمتحطانامصا تم‌لقطه مه صز فصمل فه فتوزامتل بط صتقامعم هه 
۵۲ م۵001 اتمه ماهر اه۱26 آود00وط انامه مصتمصههعر م20 (۳۲ظ۳) آ0۲22/ 1-2-010۱ مرن 
6 136 ۵7 ۱۵06160 ۲۷۸۵۲۵ ووقووه )هل تمتاصه .عماطمانه۷ امم‌صومرمل وه 0عتنافهمه ۱۸۵۲۵ رامع )صمل تمصع آماه) 20 
ما عصتامممم۲ رها ۷۵۱02660 و۳72 ممتانل‌جمه حصتتصصتامن 0مصنهاهان م1 بممته7ه قه7 ممتاتلجمع مامتان فط هه 
۵ )۵۲0 عط) ۵۴ متمتم 10ع2 مصتصصح م1 بصمت)نومم مامتان فص ما 0ممت۳00ج مهوام بط صتعامتج مطا ت۶۵ ورمووه 
عمط ۶ ممتاتاطاتتوتل طاعله۳ بعلتهعامصهر فط رصفط. ,قمسافهممه ۳۵۵ ۵۵۲۵و لهعتصصمد له ]نز۳۲۱ عصنمه 0عتنافقم ۷/26 
موه و۷2 مملمصهه ما که ممتاتوممومن لهعتصصمدان ناظ۳۳ ها 0ماهناهه مه ماعورداه بط صتعامتم 4ج مقاجوعجمع صلما2۳0 
00( 


موجه مه ماحورآن رد متام اصملنمتامه ‏ عصاهنطمع ‏ به ممتتصمی صتصتاون ‏ فظ1. :صمععیهم ون 6 کالناوع1 
عصنلتامصا مهم ]صلمم فتطا تم فلناوی:ر ممتاهل۷21 ۷۲۵06 بط 4.52 مصصتا صرح ۹۵ 39.99 موجه رم 2.15 عمتاح‌اجهعوهم 
تماما 0ص 38.250 اتمه مصاممه۲همز ۱۵062 ۱0۲0 رد 0.31 موه عصتمنالع۲ 58.494 انامه مصتمصه627: ۲۱۳۳۲۲ 
عمط ۵۶ ع/۵ 57.04 0ص2 متحامطاممتلرظ ع وج 215.84 ۵۶ 0عافلقجم ماحامهعوهه صتمامعج 1 مه 0.63 دوه )هل «0تهه 
لم)م۳( ما که اتام2 اصهل0 مامح نم ماماتفصممروع میج فهتمع مصتصصح مومط1. .تمه مصتصصع متاقصطمته ۷۲۵۲۵ 
تقلنمعامج 240 مهو ملظ صتمامیم فط ما ومل‌تاووج عطا ۵۶ )و۷۵ .00مع ۳/۵۲۵ دمح مصتصصح لهتاجهووه 10۲ 560۲6۵5 لهعتصعط) 
طامح مه صتمامتج مطا 0معهععص1 موله فتقهامل۲۱ عمتاز نامه اصملنمتاصه 27۵ م6 106760قصمم ود ص 1 10 «مامط فاطع ۷۵ 
فالتاویک؟ .عاجاجمعومی مامح لهج تام و هزم هزم فطل ما 0عتدم‌جصمع 06016۵8060 اصماصمی مج 20 124 ملت کصمومم 
مقصصیاط از قامز الوم 2 رهام مه ماصمل امه 0۶ ممتطامو 00مع ه ع0 مهم ماقودا0 له صتمامج و نزمه دزی تقطا ٩30۷60‏ 
۱۹ 


۵ 10200۷۶ بهع۲ راصهل متا رطلدم۵ظ رمیهوز ۲01 صتم)۲۱0 1۵۱۷۵۲۵۵۰ 


هدک ممممهمزهمه لاله مخ مه فانصا هع00 ررع20[0ظ0ع1 عک ممممز5 ۲۵۵0 ۵۶ اصمحص نه۲۳۵۵ راصمل‌نی ,نزظ1.۳۲ 
۰ ,0۲2217 ,165010۲065 

10۵5 هنود اه نموه نصا و0۵۲ زعمامصطهع 1 6 ممممزمق ۴۱۵۵0 0۶ اممصانهج0ن1 رتمو5ع]0۳0 ملقز2.۳۸850 

۰ 2210 ۲01) ,۵900۲685 امتنه 

(۲0۵۵0۲28200) رکاتمصصصه با گم الوم نصا لهمتصطمع ۱ بطم‌نههعمک ۳۵۵۵0 دمص ۵ ممتقاتنا ر۲۳۵]۵0950۲ .3 

,۵00) دتوم و۱۵ وتمل0۲وز1۱ متصصمطهوز رمصتهز۵0] ۵۶ اممفو راعما0مهص هط ۵۶ )صمحنهموونا رررعمامممصصهطظ ۵ ۲۲۵0]۵990 .4 
۰ ۱۷۱۵01021 0۴ 0ز۷۵۲5 ص۱۲ صقاوعامت) 

(ومی.ممطو۷ ۵) 2ونطوم0 هو :اتقصظ ممطم عصت مممکعترمن۴) 


